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　　　　　　　　　　　　　　　　　論文内容の．要旨
　　最近の腎糸球体壁の物質の濾過に関する研究では，主に分子の大きさを規制するバリヤー（サイズバリヤー）
　とともに糸球体基底膜自体が陰性に荷電していることにより生じる静電気的なバリヤー（チャージバリヤー）
　が注目されている。つまり，糸球体基底膜の外透明層および内透明層はヘパランサルフェイトプロテオグリ
　カンをはじめとする陰性荷電のプ日日テグリカンに富み，ζれらの部位が陰性荷電障壁を形成していること，
　また蛋白尿を伴う病的な腎臓では，この陰性荷電部位（AS）の減少や消失をきたすことが注目されている。
　この陰性荷電部位はポリエチレインイミン（PEI）をはじめとする陽イオン化トレーサーによって電顕的に
　可視化することが可能で，正常ならびに病的糸球体の物質の透過性の研究に利用されている。
　　一方，異種の抗腎臓血清で誘発した腎炎（いわゆる馬杉腎炎）を用いた研究が，種々の動物種で報告され
　ている。研究当初は全腎臓あるいは胎児懸濁液に対する抗血清を作成し，、その血清を静注し，腎炎を誘発し
　ていた。これらの実験腎炎ではネフロトキシック血清に糸球体基底膜だけではなく，、他の腎臓組織抗原に対
　する抗体も含まれていたため，腎糸球体そのものに対する影響をみることは困難であった。
　　今日では腎臓の糸球体基底膜だけを分離し，、抗糸球体基底膜抗体を作成しネフロ．トキシック血清の恥辱球
　体に対する影響のみを見ることが出来るようになった。しかしながら，イヌを用いた抗腎臓血清で誘発した
　腎炎の報告は少なく，さらに糸球体だけを分離し，それに対する抗糸球体基底膜抗体を作成し，腎炎を誘発
　して病理学的に検索した報告は少ない。
肖＿最近，ラット1ζ講発し＃抗糸球体基底膜腎炎で糸球体基底膜の陰駐荷電に注目レ爆賑穿々据された。．．こp鹸
　報告では抗糸球体基底膜抗体を投与してから，数時間で陰性荷電が減少しその後に蛋白尿が認あられており，
　蛋白尿発現における糸球体基底膜の陰性荷電の変化に注目している。しかし，この報告は宿主のIgGが糸
　　　　　　め　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　球体で検出されない第1相の腎炎での報告であり，それ以降の変化についての報告はな：されていない。→方，
　イ．ヌを用いた抗糸球体基底膜腎炎では宿主のIgGが糸球体で検出される第2相の腎炎は抗糸球体基底膜抗
　体投与後7日より起きるとの報告がある。そこで本試験ではイヌで抗糸球体基底膜腎炎の第2相を作成し，
’一一ｻの初期である投与後1週と蛋白尿が回復する投与後8週までの変化をチャージバリヤーと蛋白尿という観’
　点から組織学的に，免疫組織学的に，あるいは陽イオン化トレーサーによる電顕観察により検索した。
　　抗腎糸球体基底膜ウサギ血清（AGBM）および正常ウサギ血清（NRS）を雄ビーグル犬にそれぞれ体重
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　1kgあたり2m1，1回静脈注射（静注）した。静注後1，2，4および8週目にそれぞれのイヌの腎臓にっ
　いて光学顕微鏡検査（光顕検査），電子顕微鏡検査（電顕検査）および免疫組織化学法を用いた検査を実施
　した。腎糸球体基底膜の陰性荷電の電子顕微鏡学変化は，陽イオン化トレーサーとしてポリエチレンイミン
　（PEI，分子量；1，8QO）を使用して観察した。腎臓組織は生検あるいは剖検により入手した。尿検査は静注
　前から静注後8週目まで実施した。重篤あるいは軽微な蛋白尿は静注後1日以内に発現し，そして静注後2
　週目まで持続した。その後，蛋白尿の程度は徐々に軽減した。静注後4週と8週目ではAGBM静注群の蛋
白尿の程度胡RS静注群の蛋白尿の程度賄意温州あら焼黒熱灘鰍二二二丁では
已 「AGBM静注群の腎糸球体基底膜の外透明層の1，000nmあたりのPEI数は腎糸球体基底膜の末梢部，近位
　およびパラメサン’ギウム部の3部門のそれぞれにおいてNRS静注群に較べ減少していた。静注後1週目で
　はAGBM群の腎糸球体墓底膜の末梢部の外透明層の1，000n瓜あたりのPEI数は10．5±1．8で，　NRS静注
　群の同部位の14．2±2．4に比べ有意に減少していた（P＜0．OO1）。しかしながら，静注後4週目の近位部お
　よびパラメサンギウム部，および静注後8週目の腎糸球体基底膜の末梢部，近位およびパラメサンギゥム部
　の3部門においては両三のPEI数に有意な差は認められなかった。免疫組織学的には静注後1週目で抗腎
　糸球体基底膜抗体であるウサギのIgGは腎糸球体壁に線状に沈着し，2週，4週，8週目経時的に沈着が
　減少していった。一方宿主であるイヌのIgGは静注後1週で腎糸球体壁に沈着しており，その程度は軽
　度であったが，2週，4週，8週と経時的に増強していった。つまり，本モデルでは静注後1週間で宿主の
　抗体が検出されたことにより，，この時期には抗腎糸球体基底膜腎炎の第2相に移行していることがわかった。
　また，イヌのC3の沈着は静注後1週および2週目に認められたが，．4週，8週目には認あられなかった。
　このように静注後1週，2週目までは蛋白尿の発現とともに腎糸球体基底膜の陰性荷電の減少をはじめとす
　る病理形態学的変化が同時に認められた。しかし，．静注後4週目および8週目でにAGBM静注群のイ『ヌの
　蛋白尿および腎糸球体基底膜の陰性荷電は回復していたが，免疫組織化学的検査，光顕検査および電顕検：査
　では腎糸球体の病変は残存していた。以上のようにAGBM静注群では重篤あるいは軽微な蛋白尿が認めら
　れた時期に腎糸球体基底膜のASの減少がみられること。また，．輩白尿が改善した時期に一致して腎糸球体
　基底膜のASは回復していることを考えあわせると，イヌの抗腎糸球体基底膜腎豪の第2相における蛋白尿
　発現に腎糸球体基底膜のASの変化が深ぐ関与していることが示唆された。
　　従来．抗腎糸球体基底膜腎炎の蛋白尿の発現は抗基底膜抗体が基底膜全層の構築に含まれる抗原構造と免
　疫反応により直接結合することから，．基底膜全層の構造の障害，つまり，サイズバリヤーの破綻によるもの
と考えられていた・しかし漆聯で示したように祢髄球二品賢炎嘩課脚はチ・ヅζドリヤー
　’Tの破綻も深く関与しでいることが証明された6ヒトおよび動物でみられる自然発生性の．あるいは実験的に
　誘発した糸球体腎炎で糸球体基底膜の荷電状態を検索することは蛋白尿発生のメカニズムを考えるうえで有
　意義なことである。また，色々な病理形態学的変化に比べて糸球体基底膜の荷電状態の回復と蛋白尿の回復
　が良く一致していたことから，．臨床的にも糸球体基底膜の荷電状態を検索することは糸球体腎炎の回復性を
　正確にかっ迅速に把握するうえでも役立っものと思われる。つまり，．腎炎の成立，、展開の過程を解析するう
　えで糸球体基底膜の荷電状態の検索は大きな：ウ”ニイトを占あるものと考えられる。．，＿飽一・
　　本研究ではイヌを用いて二丁糸球体基底膜腎炎を作成した。イヌでは同一個体の生検が比較的容易に反復
　実施することができ，一つの病変を経時に追跡することができる。さらにイヌは経時的採血による種々の血
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液学検査，生化学検査をはじめとする臨床検査も反復実施することができ，ラットに比べ病態を経時的にモ
ニタリングしゃすい。それ故にこれらの利点を生かしたイヌを用いた腎炎の研究は経時的な病態のモニタリ
ングの必要性が高い腎炎の治療，発生機序の解明等のヒトの腎炎領域における諸問題を解決するのに今後多
くのヒントを与えるものと思われる。
　　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨
　長期にわたる薬物の連用の結果として腎臓機能障害が起こる事がある。適当な大きさの実験動物で，腎生
検など人体とほぼ同様の検査の反復によって病態の推移を見ることは，重要でもあり，意義深いと思われる
が，未だ相応しいモデルが開発されたとは言いがたい。
　近年，腎糸球体での物質濾過の研究では，濾過分子の大きさを規制するサイズバリヤーとともに糸球体基
底膜自体の陰性荷電に基づく静電気的なチャージバリヤーの役割が強調されている。馬杉腎炎として知られ
ている実験腎炎の研究では，既にネフロトキシック血清の腎糸球体に対する純粋な影響が追究されているが，
イヌでは宿主IgGが糸球体で検出される第2相の腎炎が抗糸球体基底膜抗体投与後7日以降に起き乙こと
が明らかにされているものの，抗糸球体基底膜抗体腎炎を誘発して病理学的に検索した報告は少ない。
　本論文で著者は，ラットに誘発した抗糸球体基底膜腎炎で抗体投与後数時間で陰性荷電が減少し，その後
に蛋白尿が出現したとの報告に注目し，この報告が宿主のIgGが糸球体で検出されない第1相の腎炎に関・
する報告に終始していたことから同一個体の生検および採血を比較的容易に反復実施出来るイヌを用いて特
に第2相の腎炎に於ける病理形態学的変化，．糸球体基底膜の陰性荷電の変化，蛋白尿の消長を経時的に観察
して今まで明らかでなかったイヌの実験腎炎の病態に迫ると共に，この実験腎炎モデルの有用性について検
討した。内容を要約すると以下のとおりである。
　抗イヌ腎糸球体基底膜ウサギ血清（AGBM）と正常ウサギ血清（NRS）を雄ビーグル犬にそれぞれ体重
1kgあたり2ml，1回静脈投与し，．1，、2，4および8週後に腎臓組織を生検あるいは剖検により採取し，
光学顕微鏡による病理組織学的ならびに免疫組織化学的検査を行い，．併せて電顕により腎糸球体基底膜の陰
性荷電をポリエチレンイ『ミン（PEI，分子量；・1，800）を用いて観察した。尿検査は抗血清投与前から投与
8週後まで実施した。
　AGBM投与群のイヌでは明らかな蛋白尿が投与後1目以内に発現し，同程度の蛋白尿が2週間持続した。
その後．蛋白尿の程度は徐々に軽減し，血清投与4週後と8週後では，，AGBM投与群とNRS投与群に有
意な差は認められなかった。　昏，r隈’・．・，・　「・．，．．．・，一∴．、∵・‘∵・b・・．、．一一・
　1週後と2週後では，AGBM投与群の腎糸球体基底膜の外透明層1，000nmあたりのPEI粒子数は腎糸
球体基底膜の末梢部，近位部およびパラメサンギウム部の3部位のいずれにおいてもNR5投与群に比べ減
少していた。1週後では，AGBM投与群の腎糸球体基底膜の末梢部の外透明層1，000nmあたりのPEI粒
子数は，．10，5±1．8で，．NRS投与群の同部位のPE工粒子数14．2±2．4に比べ有意に減少していた（P〈
0．001）。一方，4週後の近位部およびパラメサンギウムレおよび8週後の腎糸球体基底膜の末梢部，近位お
よびパラメサンギウム部の3部位では両津のPEI粒子数には有意な差が無からた。
　免疫組織化学的1と見た糸球体チャージバリヤーの主成分とされるヘパラン硫酸プロテオグリカンの染色性
は，蛋白尿が出現し，PEI粒子数の減少の見られた1週後でも両字間に差が無かった。蛍光抗体法では，
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AGBM投与1週後に抗腎糸球体基底膜抗体であるウサギのIgGが糸球体係締壁に線状に沈着し，経時的
に減少した。一方，宿主であるイヌのIgGは投与1週後に糸球体係四壁に沈着し，経時的に増強した。こ
のように本モデルでは，AGBM投与後1週間で宿主の抗体が検出されたので，この時期には抗腎糸球体基
底膜腎炎の第2相に移行していることが証明された。イヌのC3の沈着は投与1週後と2週後に認められた
が，4週後，8週後には認められなかった。
　糸球体の組織学的変化は，AGBM投与後1週後から8週後まで認あられ，その程度は種々であうた。こ
嚇うにAq脳警御週騨馳尿の発現と止もに腎綱体基膿の灘礁（PEI粒子数）の減少
と病理形態学的変化が同時に認められた。しかし，4週後と8週後では，AGBM投与群のイヌの蛋白尿は
消失し，腎糸球体基底膜の陰性荷電は回復していたが，腎糸球体の形態学的変化は残存していた。
　従来，イヌの抗腎糸球体基底膜腎炎における蛋白尿の発現は，サイズバリヤーの破綻によるものと考えら
れていたが，著者は抗腎糸球体基底膜腎炎の蛋白尿発現にチャージバリヤーの破綻も深く関与していること
を証明した。また病理形態学的変化に比べて糸球体基底膜の荷電状態の回復と蛋白尿の消失が良く一致して
いたことから，糸球体基底膜の荷電状態を検索することは，臨床的にも糸球体腎炎の回復性を正確かっ迅速
に把握するために有用と考えた。イヌでは，同一個体の腎生検を比較的安全に反復実施でき，チャージバリ
ヤーの破綻を含む病変の経時的変化と臨床検査成績の照合も容易で，従来実験腎炎の作出に主に使われてい
るラットに比べて病態を経時的にモニタリングし易いので，このモデルはヒトを含む腎炎の研究上．的確に
病期を把握するための新しい形態学的，臨床的パラメーターを発見する上にも役立っものと考察した。
　本論文は，表題のごとくイヌの抗糸球体基底膜腎炎の第2相における糸球体基底膜の陰性荷電の変動を中
心とする動態病理学的研究である。イ’ヌにおいても蛋白尿と糸球体基底膜の陰性荷電の変動が直接的に関連
し，電子顕微鏡変化を含む病的変化が蛋白尿の消滅後も残存するという事実を明らかにして，．比較的糸球体
基底膜の形態学的障害が強いとされる抗糸球体基底膜腎炎においても濾過膜としての糸球体基底膜の機能が
単に分子飾のサイズのみならず膜の電荷にも大きぐ左右されていることを証明した。イヌの抗糸球体基底膜
腎炎の第1相におけるチャージバリヤーの変化は未解決であるが，実験モデルとしても今後活用される素地
は作られた訳で，．今後の研究の進展が期待され，「比較病理学，，毒性病理学に寄与する業績として．博士（獣
医学）の学位を授与するのに相応しいものと認める。
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